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Проведена оценка 19 местных твердых сортов пшеницы на наличие в их геноме маркера, сцеп- 
ленного с геном Nax], регулирующим содержание ионов натрия в листьях при засолении. ПЦР 
анализ с использованием gwm312 и wmcl170 праймеров выявил присутствие аллели размером B 
200 п.н., сцепленного с геном №ах/ у сортов Баракатли-95, Гарабаг, Шарг, Шираслан-23 и Гыр- 
мызы бугда. Идентифицированные сорта могут являться перспективными для использования 


в селекционной работе. 
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ВВЕДЕНИЕ 


В настоящее время вопросы солеустойчи- 
вости растений привлекают все большее внима- 
ние, так как в настоящее время в различной сте- 
пени засолены около 25% почв земного шара, 
причем площадь засоленных территорий посте- 
пенно увеличивается. Солевой стресс отрица- 
тельно влияет на выживаемость и урожай сель- 
скохозяйственных растений и, как следствие 
этого, приводит к значительным экономическим 
потерям. Наряду с мероприятиями, направлен- 
ными на предотвращение и снижение засолен- 
ности почв, важным направлением в решении 
этой проблемы является создание устойчивых 
сортов. Это, в свою очередь, требует исследова- 
ния генетического потенциала растительных 
видов, сортов и форм, поиск эффективных ис- 
точников и доноров солеустойчивости, изуче- 
ния генетических систем, обусловливающих эту 
устойчивость, выявление механизмов их функ- 
ционирования. 

Как известно, в побегах высокие концен- 
трации Ма’ вызывают для растения ряд проблем 
как осмотического, так и метаболического ха- 
рактера. Одним из важных механизмов соле- 
устойчивости считается способность растений в 
условиях солевого стресса поддерживать ион- 
ный гомеостаз, позволяющий им расти и разви- 
ваться на фоне засоления. Большое значение для 
гликофитов имеет механизм недопущения Na' B 
наиболее чувствительные к засолению ткани, 
такие как апикальные меристемы, листовые 
пластинки и генеративные органы (Tester и 
Davenport, 2003; Munns и Tester, 2008). Предпо- 
лагается, uro метаболическая токсичность Na” B 
большой мере является результатом ero способ- 
ности конкурировать c K^ за места связывания в 
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биополимерах, важных для клеточного метабо- 
лизма. Калий нужен для активации более чем 50 
ферментов, а также для связывания ТРНК с ри- 
босомами и, следовательно, для синтеза белка 
(Tester и Davenport, 2003; Szczerba et al., 2009). 
Следовательно, при высоком соотношении 
Ма’/К’ многие ферментативные процессы в ци- 
топлазме могут быть нарушены. Поэтому спо- 
собность растительных клеток поддерживать 
стабильный уровень цитозольного К”, в среде с 
высокой концентрацией Ма’, также может быть 
ключевым фактором в определении способно- 
сти растительных клеток переносить солевой 
стресс. Путем поддержания низкого уровня Ма’ 
в цитозоле клетки растений могут выполнять 
все необходимые метаболические функции. 

На примере большого числа сельскохозяй- 
ственных культур было показано, что более со- 
леустойчивые виды обладают большей способ- 
ностью исключать Ма’ из клеток тканей листьев 
и поддерживать высокий уровень К’ в них 
(Munns et al., 20006; Flowers и Hajibagheri, 2001; 
Zhu et al., 2001). Поддержание высокого coor- 
ношения K'/Na' B цитозоле клеток Ha фоне 3a- 
соления принято считать одним из важнейших 
показателей устойчивого генотипа растений 
(Yamaguchi и Blumwald, 2005; Hauser и Horie, 
2010). Важная роль среди большого набора 
ионных транспортеров и ионных каналов, обес- 
печивающих это соотношение, принадлежит 
протонным насосам и антипортерам плазма- 
леммы и тонопласта (МНХ, НКТ, 85051). 

Как правило, солетолерантность представи- 
телей Triticeae связывается с низкими скоростя- 
ми транспорта Ма’ от корня к надземным Opra- 
нам и высокой селективностью для ионов К’ oT- 
носительно ионов Ма’. Гены, контролирующие 
повышенное соотношение ионов К и Ма в ли- 


стьях, обусловливающие более высокую соле- 
устойчивость гексаплоидной пшеницы (геном 
AABBDD), находятся в длинном плече хромо- 
сомы 4D (Dubcovsky et al, 19966). Примеча- 
тельно, что этот локус отсутствовал B тетрапло- 
идной пшенице (геном ААВВ), которая более 
восприимчива к соли, чем мягкая (Gorham et al., 
1997; Munns et al., 20006). Из-за отсутствия D 
генома, тетраплоидные пшеницы способны к 
значительному накоплению Ма’ в листьях. 

Для того, чтобы увеличить солетолерант- 
ность хлебных злаков, усилия многих исследо- 
вательских центров направлены на изучение 
коллекций генплазмы различного происхожде- 
ния и выявление новых генетических источни- 
ков. Так, исследователи CSIRO Plant Industry 
выделили два гена солеустойчивости (Мах! и 
Nax2) из древнего дикорастущего родственника 
пшеницы Т.топососсит. Оба гена ингибируют 
накопление Ма’, ограничивая его перенос от 
корней к побегам. Интрогрессией Мах генов 
Т.топососсит в мягкую пшеницу, концентрация 
Ма в листовой пластинке была снижена на или 
до 60% и увеличена доля Ма’ B пазухах листьев 
(James et al., 2011). На основании полевых ис- 
пытаний, линии твердой пшеницы с геном Nax2 
дают на 25% больше урожая, чем изогенные ли- 
нии без этого локуса в условиях засоления 
(Munns et al., 2012). Эти результаты показыва- 
ют, что Мах гены имеют потенциал для улучше- 
ния солеустойчивости пшеницы. 

Австралийские исследователи вывели новый 
генетический источник твердой пшеницы 
Linel49, полученной or межвидовых скрещива- 
ний твердой пшеницы и культивируемого предка 
пшеницы 7.monococcum (C68-101). Линия 149, 
также как и мягкая пшеница характеризуется 
низким накоплением Ма’ и относительно высо- 
ким показателем соотношения К’/Ма’в листьях. 
Генетический анализ показал, что низкий уро- 
вень Ма’ в листьях контролируется генами Nax1 
и Nax2. Они были перенесены в составе трансло- 
каций совместно с геном устойчивости к ржав- 
чине. Nax] вовлечен в удаление избыточного Ма” 
из ксилемы в нижней части листьев (черешка) 
или корня, B то время как №ах2 ответствен за 
удаление Ма’ из ксилемы только в корне (James 
et al, 2006). Функция гена Nax2 эквивалентна 
функции гена Киа мягкой пшеницы. 

Три гена являются членами семейства НКТ, 
кодирующего К’/Ма’ транспортеры, регули- 
рующие содержание Ма’ B листьях при засоле- 
HHH. 

Для отбора и улучшения хозяйственно — 
полезных признаков перспективных и райони- 
рованных в Азербайджане сортов твердой пше- 
ницы, также требуется поиск эффективных до- 
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норов, как в коллекциях твердой пшеницы, так 
и среди других видов и родов злаков. Перспек- 
тивным подходом для решения данной задачи 
является применение молекулярных маркеров, 
тесно сцепленных с генами, контролирующими 
конкретно селекционно-важные признаки. Та- 
кие маркеры позволяют оценить генетический 
потенциал сортов, выявить источники генов, 
влияющих на хозяйственно-ценные признаки, 
включить их в селекционный процесс и произ- 
водить отбор перспективных генотипов. 

Данная работа посвящена тестированию 
перспективных местных сортов твердой пшени- 
цы на присутствие маркерного локуса, сцеплен- 
ного с геном Naxl. 


МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 


Объектами исследования служили 19 сор- 
тов твердой пшеницы, созданные в Научно- 
исследовательском институте земледелия Азер- 
байджана. В качестве положительного контроля 
были использованы образцы Т.топососсит, KO- 
торые являются донорами гена №ах/, а в качест- 
ве отрицательного контроля — образцы T.urartu, 
в которых исследуемый ген не выявлен. Семена 
контрольных растений различного географиче- 
ского происхождения были любезно предостав- 
лены нам М.А.Аббасовым (Институт генетиче- 
ских ресурсов НАН Азербайджана). 

ДНК выделяли СТАВ методом из молодых 
листьев (Murray и Tompson, 1980) с некоторыми 
модификациями. Идентификацию гена  Naxl 
проводили ПЦР анализом с использованием 
55К-маркеров gwm 312 и утс 170, последова- 
тельность которых представлена в табл.1 (Róder 
et al., 1998). 

ПЦР проводили в реакционной смеси обье- 
мом 25 мкл, содержащей 50 нг (нанограм) ге- 
номной ДНК, 0.2мМ каждого дНТФ, 0,25 мкм 
каждого праймера, 1,5 MM MgCl, Тед. Тад-поли- 
меразы, согласно следующей схемы: после де- 
натурации в течение 3-х мин. при 94°С прово- 
дится 45 циклов — 1 мин. при 94°С, 1 мин. при 
58°С, 2 мин. при 72°С и финальной завершаю- 
щей стадии 10 мин. при 72°С. Продукты реак- 
ции амплификации разделяли электрофоретиче- 
ски в 2%-ном агарозном геле с бромистым эти- 
дием (мкг/мл), используя трис-боратный бу- 
фер. Документирование результатов электрофо- 
реза обеспечивалось при помощи гель-докумен- 
тирующей видеосистемы Jencons (UviPro, Анг- 
лия). В качестве маркеров массы амплифициро- 
ванных фрагментов использовали набор 
GeneRuler 50 и 100 bp DNA Ladder (Fermentas). 


25 


Сулейманова и Мамедов 





Таблица 1.Нуклеотидные последовательности маркеров, сцепленные с геном Мах/ 








ДНК маркер Прямой праймер Обратный праймер 
gwm312 5 -АТСССАТСАТССАССТАСАС-3' S'-ACATGCATGCCTACCTAATGG-3' 
wmcl70 S'-ACATCCACGTTTATGTTGTTGC-3' 5'-ТТОСТТОСТСААССТТТАСТТС-3' 





РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 


Эффективному поиску генов устойчивости 
в настоящее время способствуют современные 
технологии молекулярных ДНК-маркеров. Ис- 
пользование указанных методов позволяет вы- 
явить специфические фрагменты ДНК, тесно 
сцепленные с определенными генами, влияю- 
щими на солеустойчивость пшеницы. 

Главный ген М№ах1 (кодирующий транспор- 
тер натрия, HKT7) (Huang et al., 2006), регули- 
pyer содержание ионов натрия B клетке и лока- 
лизован в районе хромосомы 2А у твердой пше- 
ницы Линия 149 (Lindsay et al., 2004). Согласно 
литературным данным, два SSR локуса (gwm312 
и wmcl70) тесно сцеплены с геном № ах/, коди- 
руюшимся в геноме диплоидного вида T.mono- 
соссит. Эти маркеры имеют диагностическую 
ценность для детекции гена Nax1 (Lindsay et al., 
2008). С помощью праймеров для соответст- 
вующих маркеров можно определить наличие 
гена Nax] в изучаемых образцах при использова- 
нии ПЦР с последующим анализом ДНК- 
фрагментов. 

В данной работе, 19 образцов тетраплоид- 
ной пшеницы были проанализированы с помо- 
щью праймерных пар gwm312 и wmcl70. Как 


видно из рис.1, изучаемые образцы являются по- 
лиморфными по микросателлитному повтору 
gwm312. Амплификация ДНК образцов с прай- 
мерной парой к локусу gwm312 позволила вы- 
явить рецессивный (А) и доминантный аллели 
(В). В статье (Lindsay et.al., 2008) указывается, 
что с геном №ахі была сцеплена аллель. B, раз- 
мером 200 п.н. В наших исследованиях такая ал- 
лель был амплифицирован у сортов Баракатли- 
95, Гарабаг, Шарг, Шираслан-23 и Гырмызы бу- 
гда. При этом, два из них Баракатли-95 и Гарабаг 
являются гомозиготными формами по данному 
аллелю. У сортов Гырмызы бугда, Шарг и Ши- 
раслан-23 были обнаружены гетерозиготные 
спектры, т.е. спектры, в которых присутствовали 
компоненты двух разных аллелей. У сортов 
Гырмызы бугда, Гарагылчыг-2, Тартар, Ширван- 
3 и Ширван-5 был амплифицирован неспеци- 
фичный фрагмент размером ~150 п.н., который 
не обнаруживался у других образцов. 

По результатам амплификации с помощью 
маркера wmcl70 выявлены аллельные различия 
между исследуемыми образцами. Результаты ам- 
плификации ДНК с праймером wmcl170 совпа- 
дают с результатами ПЦР анализа с праймером 
gwm312. Целевой фрагмент амплификации в 200 
п.н. выявлен у выше выделенных сортов (Рис. 1). 


gwm312 
7 $ 9 10 1» 12 13 14 15 16 17 18 19 





wmc170 











M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 


Рис. 1. Электрофоретический анализ продуктов амплификации ДНК сортов твердой пшеницы с 
использованием праймеров gwm312 и wmc170 к локусу Naxl. M - маркер молекулярных весов 
100 п.н. (gwm312) и 50 п.н. (wmc170) 1. Баракатли-95, 2. Алинджа-84, 3. Гарагылчыг-2, 4, Гарабаг, 
5. Тартар, 6. Шираслан, 7. Шарг, 8. Вугар, 9. Ширван-3, 10. Ширван-5, 11. Мирвари, 12. Аг бугда, 
13. Мирбашир -50, 14. Тартар-2, 15. Гырмызы бугда, 16. Ягут, 17. Туран, 18. Муган, 19. Кахраба. 
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Рис. 2. Электрофоретический анализ ПЦР продуктов в 1,8%-ном ara- 
розном геле с маркерами gwm312 и wmc170 к локусу Nax1: M - маркер 
молекулярных весов 100 п.н. Слева направо: дорожки 1-4 — Т.топосос- 


cum; 5-6 — T.urartu 


Таким образом, из 19 исследуемых сортов, 
в 5 образцах была обнаружена аллель в 200 п.н., 
сцепленная с геном Nax] по двум маркерам 
gwm312 и wmc170. Исследование геномов дип- 
лоидных видов пшеницы, включающих 196 об- 
разцов Т.топососсит, Т.Боейсит и T.urartu из 
генбанка ICARDA показал, что ген Nax] при- 
сутствует в геноме Т.топососсит и некоторых 
образцов Т.Боейсит. Однако этот ген не обна- 
ружен у образцов Т.игайи (Abbasov et al., 2011). 
Сопоставления маркерных аллелей выявленных 
образцов Т.топососсит (рис. 2) и исследован- 
ных сортов твердой пшеницы наводит на мысль, 
что у сортов Баракатли-95, Гарабаг, Шираслан- 
23, Шарг и Гырмызы бугда присутствует ген 
Naxl. Эти сорта могут являться перспективны- 
ми для дальнейшего использования в селекци- 
онной работе в качестве источников гена Naxl. 
Следует отметить, что микросателлитный мар- 
кер, входящий в QTL не является самим геном, 
а лишь сцеплен с ним. Поэтому гарантировать, 
что данный аллель (200 п.н.) будет нести устой- 
чивость к засолению, возможно лишь при усло- 
вии изучения экспрессии гена №ах/ у изученных 
сортов. Для обоснования достоверности прове- 
денных исследований по идентификации гена 
Nax] в анализируемых сортах необходимо CEK- 
венирование амплифицированного целевого 
фрагмента. 

Проведенные исследования показали, что 
применение ПЦР маркеров позволяет эффек- 
тивно выявлять хозяйственно полезные аллели в 
коллекционных образцах тетраплоидной пше- 
ницы без проведения длительного и затратного 
фенотипического и биохимического анализа. 
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Bərk Buğdanın Yerli Sortlarının Genomunda Nax1 Lokusunun 
Mövcudluğuna Görə Qiymətləndirilməsi 


Z.C. Süleymanova, Э.С. Məmmədov 
Azərbaycan MEA Molekulyar Biologiya və Biotexnologiyalar İnstitutu 
19 yerli bərk buğda sortlarının genomu, şoranlıq şəraitində yarpaqlarda natrium ionlarının miqdarının 
tənzimlənməsini idarə edən Nax/ lokusu ilə ilişikli markerin olmasına görə tədqiq olunmuşdur. gwm312 və 
wmc170 markerlər ilə aparılan PZR nəticəsində Bərəkətli-95, Garabağ, Şərq, Şiraslan-23 və Qırmızı buğda 
sortlarında Nax1 lokusu ilə ilişikli, ölçüsü 200 n.c.-don ibarət olan fraqment aşkar olunmuşdur. İdentifikasiya 


olunan sortlar buğda üzrə aparılan seleksiya işlərində perspektiv sortlar kimi istifadə oluna bilər. 


Açar sözlər: Bərk buğda sortları, Naxl geni, molekulyar marker, ilişikli, allel 


Assesment Of The Nax1 Locus In The Genome Of Local Durum Wheat Varieties 
Z.J. Suleymanova, A.Ch. Mammadov 
Institute of Molecular Biology & Biotechnology, Azerbaijan NAS 
An assessment of the presence of the genome marker linked to the Nax/ gene, which regulates contents of 
Na ions in leaves under salinity, has been performed in 19 domestic varieties of Triticum durum. Using 
gwm312 and wmc170 molecular markers 200 bp allele linked to the Nax/ gene was detected in the Barakatli 
95, Garabagh, Sharg, Shiraslan 23 and Gyrmyzy bugda varieties. Identified varieties may be promising for 


use in breeding. 


Keywords: Durum wheat cultivars, the Nax1 gene, molecular marker, linked, allele 
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